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Capitolo 1 
 
 
Introduzione  
 
 
 
1.1 L’Erythrina Crista Galli 
 
L’Erythrina Crista Galli è una pianta da fiore della famiglia delle 
Fabaceae (sottofamiglia: Foboideae; genere: Erythrina; specie: crista 
galli) originaria dell’Argentina, Uruguay, Brasile e Paraguay. È 
conosciuta con molti nomi comuni all’interno dell’America Meridionale: 
ceibo, seìbo (in spagnolo), corticeira (in portoghese) e il bucaré, più 
ambiguo, chiamata da alcuni.  
In inglese spesso è nota come  "Cockspur" ed in Italia oltre ad avere 
il suo nome comune di “Erythrina Crista Galli” viene anche chiamata 
“albero corallo” per l’elevata quantità di fiori color rosso brillante che 
produce e per la somiglianza dei rami al corallo di mare. 
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Il fiore di questa pianta è molto bello tanto da essere stato nominato 
il fiore nazionale dell’Argentina e dell’Uruguay.  
Vi sono circa 130 varietà di Erythrina distribuite nelle regioni 
tropicali e sub tropicali di tutto il mondo. Questa specie cresce infatti 
nelle zone calde dove le temperature scendono di poco sotto lo zero e 
salgono fino ai quaranta gradi centigradi. 
A seconda della varietà questa specie si presenta come piccola 
pianta erbacea o piccolo alberello, la cui circonferenza del tronco può 
raggiungere i cinquanta centimetri. Tale tronco risulta essere legnoso, 
con rami irregolari e in numerose specie presenta delle spine.  
Gli alberi fioriscono d’estate, da ottobre ad aprile in America 
Meridionale, e da aprile ad ottobre nell’emisfero settentrionale.  
Il fiore, rosso di solito, è riunito in infiorescenze. Il suo calice è di 
un colore rosso vivo e la corolla, come quella di tutti i legumi, è a forma 
di farfalla: il petalo più grande è sistemato nella parte più bassa mentre i 
due petali più piccoli, chiamati “ali”, sono nascosti praticamente 
all’interno del calice. 
Immagine 1.1  
Giovane pianta di  
Erytrina crista galli 
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I frutti sono dei baccelli, come quelli dei legumi, più o meno grandi 
a seconda della varietà, che al loro interno racchiudono i semi, color 
rosso-marrone, di forma cilindrica e sistemati irregolarmente all’interno 
del baccello stesso.  
Si dice che i semi delle Erythrine siano i più belli del mondo. 
In Sudafrica e nelle isole caraibiche le popolazioni usano fare 
collane e rosari con questi semi e i bambini li raccolgono come 
portafortuna. 
Diverse varietà sono molto conosciute e coltivate nei viali dei 
tropici per la loro resistenza alla siccità. A Los Angeles, in California, è 
stato definito l’albero urbano ufficiale, trova infatti locazione oltre che 
nelle siepi anche in numerosi parchi sempre grazie ai suoi brillanti fiori 
rossi che gli conferiscono un particolare valore dal punto di vista estetico 
paesaggistico. 
L’Erythrina è una pianta che predilige terreni freschi, ben drenati e 
ricchi di materia organica essendo una pianta piuttosto vorace. 
Alcune varietà si adattano bene sia a climi caldi che a climi freddi, 
prediligono le posizioni soleggiate, soprattutto nelle zone a clima fresco, 
Immagine 1.2  
Particolare del fiore di  
Erytrina crista galli 
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ma si adattano bene anche a posizioni ombreggiate nelle regioni più 
calde. Se collocate in piena terra gli esemplari più giovani vanno protetti 
per 2-3 anni dalla messa a dimora. 
Per quanto concerne le esigenze idriche e nutritive, nei mesi caldi le 
irrigazioni devono essere settimanali mentre in inverno vengono sospese. 
Nel periodo vegetativo le concimazioni devono essere costanti, sia 
sottoforma di letame ben maturo, sia come concime granulare ternario a 
lenta cessione. 
Nelle zone d’origine i fiori sono impollinati prevalentemente dai 
Colibrì. La conformazione di questi piccoli uccelli fa sì che possano 
raggiungere il nettare alla base dei petali all’interno della corolla 
tubolare, tale nettare presenta un alta concentrazione di saccarosio in 
grado di soddisfare l’elevato fabbisogno energetico di questi uccelli 
(Baker G., Baker I., Hodges S.; 1998).  
Sono stati fatti diversi studi durante gli anni ‘70 e ‘80 su questo 
straordinario genere e nonostante ciò non si è ancora venuti a conoscenza 
di come questa specie si sia riuscita a propagare nei vari continenti; si 
ritiene però che la maggior fonte di distribuzione siano state le correnti 
oceaniche (idrofilia) e la migrazione degli uccelli (zoofilia). Nel primo 
caso la permeabilità dei semi ha permesso il galleggiamento e si pensa 
che possano sopravvivere in acqua salata e mantenere la loro 
germinabilità anche per un anno; nel secondo caso la riproduzione è 
avvenuta tramite l’ingestione dei semi che attraversando il passaggio del 
tubo digerente degli uccelli, sono poi immessi nelle varie zone tramite 
gli escrementi. 
Parecchie specie dell’albero di Erythrina sono usate dalla gente 
indigena in Amazzonia come medicinali e insetticidi. L’Erythrina 
Mulungu o Verna è usata nel Brasile dagli indigeni come sedativo 
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naturale per calmare un sistema nervoso sovraeccitato e per promuovere 
un sonno tranquillo.  
In Brasile ed in Perù viene usata per calmare la tosse nervosa, 
l’agitazione, l’ansia, l’insonnia e addirittura la corteccia e la radice 
vengono usate per curare l’epilessia. 
Infine si ricorda che le radici e la corteccia di molte specie 
producono una tintura arancione usata per colorare i tessuti. 
L’Erythrina si propaga principalmente per talea o da seme che 
prima deve essere messo in bagno in acqua tiepida affinché il tegumento 
si ammorbidisca.  
All’interno di questo lavoro di tesi si è cercato di propagarla tramite 
micropropagazione. 
Un altro aspetto che rende l’Erythrina estremamente interessante, e 
sul quale si basa gran parte di questo lavoro di tesi, è che questa pianta in 
alcuni casi presenta delle variazioni fenotipiche albine. Tali piantine 
come vedremo più avanti nel capitolo dedicato all’albinismo hanno una 
vita piuttosto breve e per questo la loro esistenza non è tanto nota. 
Nello studio effettuato sono state condotte una serie di analisi sulla 
composizione chimica di piantine Albine e Wilde Type volte a metterne 
in evidenza le principali differenze. Si è cercato anche di mettere a punto 
una metodica atta a propagarle tramite la tecnica della coltura dei tessuti 
vegetali. 
Come visto in precedenza l’Erytrina si presenta come una pianta 
particolarmente interessante e dai molteplici usi anche in campo 
farmacologico e con questo lavoro di tesi si è cercato di fornire un valido 
contributo agli studi che la riguardano.  
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1.2 L’albinismio 
 
L’albinismo è un fenomeno che si manifesta nelle piante come 
conseguenza di una deficienza di clorofilla e risulta essere diffuso 
principalmente nelle piante superiori (Borner & Sears, 1986). Nel 1909 
studi condotti da Baur e Correns sull’ereditarietà non-mendeliana di 
“varietà verdi e bianche” portarono a supporre l’esistenza di un DNA 
extra-nucleare. Ad oggi tale DNA è noto e trova locazione nei plastidi.  
I plastidi costituiscono una famiglia di organuli semi-autonomi, 
propri delle cellule vegetali, delimitati da una doppia membrana. Essi si 
formano a partire da piccoli organuli chiamati proplastidi, questi 
vengono trasmessi da una generazione all’altra in seguito alla 
fecondazione di un gamete femminile rimanendo in uno stato 
indifferenziato nelle cellule meristematiche.  
Il DNA proprio di questi organuli ha la forma di una molecola 
circolare a doppia elica molto simile al DNA dei procarioti e, come 
questo, capace di replicarsi (Fisiologia Vegetale, William G. Hopkins & 
Norman P. A. Huner; 2008).    
I plastidi più importanti, coinvolti nel fenomeno dell’albinismo, 
sono i cloroplasti; essi contengono i pigmenti fotosintetici, eseguono la 
fotosintesi e sono responsabili del colore verde delle foglie e dei fusti 
giovani. 
La formazione di cloroplasti maturi nelle piante dipende 
principalmente dalla luce ma, come vedremo, non solo. 
Alcune ricerche mostrano infatti che la mancanza di clorofilla, nelle 
piante albine, è dovuta a delle mutazioni puntiformi del genoma 
plastidiale o a delezioni di quest’ultimo (Avini et al., 1989; Fluhr and 
Cséplo, 1986; Svab and Malinga, 1986).  
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Il fenotipo albino può derivare anche da mutazioni di oltre 100 loci 
nucleari (Klekowski & Godfrey, 1989). 
Questo tipo di mutazioni recessive solitamente conducono ad una 
programmata perdita dei ribosomi contenuti nei plastidi (Bradbeer & al., 
1979).  
 
 
 
I ribosomi plastidiali sono piccoli organuli scuri composti da RNA 
ribosomiale (r-RNA) e materiale proteico. La loro funzione, comune a 
tutti i ribosomi, è quella di generare proteine a partire da filamenti di 
RNA messaggero (m-RNA). 
Il preciso meccanismo attraverso il quale questo tipo di mutazioni 
inducono la mancanza dei ribosomi nei plastidi non è ancora chiaro. La 
mancanza dei ribosomi può essere indotta, ad esempio nei cereali, dalle 
alte temperature ma in questo caso la trasmissione ereditaria del carattere 
non può essere dimostrata (Feierabend and Berberich, 1991).   
Numerosi studi sono stati condotti per comparare i pattern di 
espressione tra cellule albine e vegetali. I risultati hanno dimostrato che 
la Rubisco, proteina maggiormente sintetizzata dai ribosomi plastidiali 
Immagine 2.1 
Sezione di un 
cloroplasto 
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(Zubk et Day 1998) non viene espressa in maniera sufficiente nelle 
piante albine (Zubk et Day 1998; Ankete et al., 2005) ed è stato quindi 
possibile stabilire una relazione tra l’enzima in questione e tale fenotipo. 
Anche in questo lavoro di tesi sono stati confrontati i pattern di 
espressione proteica delle piante di Erythrina nella forma albina e wilde 
type. 
La Rubisco, Ribulosio 1-5 Bisfosfato Carbossilasi/Ossigenasi, è la 
proteina più abbondante sul nostro pianeta, essa è un enzima che 
catalizza la tappa limitante del ciclo di Calvin, ossia la trasformazione 
del 2-3-fosfo-D-glicerato in D-ribulosio-1,5-disfosfato. Tale proteina 
assume una notevole importanza a livello biologico, in quanto, tramite la 
fissazione del carbonio, rappresenta la principale produttrice di materia 
organica nell’ecosistema terrestre.  
Nelle piante e nelle alghe verdi la Rubisco é formata da 8 subunità 
maggiori codificate dal DNA del cloroplasto e da 8 subunità minori 
codificate dal DNA nucleare. 
La subunità maggiore di 55 KDa insieme con una subunità contigua 
accoglie il sito catalitico dell’enzima. 
Dal punto di vista prettamente genetico è possibile supporre che il 
fenotipo albino sia dovuto all’espressione nei semi degli alleli recessivi 
presenti nei genotipi parentali in eterozigosi (John Zasada, 1998).  
Esistono numerosi casi in cui il fenomeno dell’albinismo non 
interessa l’intero vegetale ma solo porzioni di esso, ad esempio la 
formazione di polloni radicali albini; in tal caso si ritiene che l’albinismo 
si sia sviluppato a partire da mutazioni di una singola cellula o di un 
gruppo di cellule dal momento in cui il resto della pianta presenta il 
fenotipo normale.  
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L’irregolare sviluppo dei cloroplasti porta quindi ad una deficienza 
di pigmenti, processo che accomuna l’albinismo vegetale a quello 
animale. 
In realtà però nelle piante tale mancanza è fatale poiché il pigmento 
mancante è la clorofilla e, senza clorofilla, la pianta non può produrre gli 
elementi nutritivi di cui necessita per sopravvivere e raggiungere la 
maturità.  
Dalle esperienze di laboratorio abbiamo potuto infatti constatare 
che le piante albine avevano un tasso di crescita ridotto rispetto alle 
Wilde Type, e una volta esaurite le riserve energetiche presenti nei semi 
la pianta andava incontro a morte. 
Proprio per questo motivo molte delle piante albine presenti in 
natura risultano essere parassite o saprofite e in assenza di un ospite la 
loro sopravvivenza si limita a poco più di una settimana. 
Nonostante l’albinismo rappresenti una mutazione sfavorevole per 
la pianta, in quanto come detto prima la porta a morte precocemente, il 
mercato ha trovato il modo di sfruttare questo fenomeno proponendo ai 
clienti nuove varietà di frutti, fiori o di piante ornamentali, spesso molto 
ricercate e per questo in grado di spuntare sul mercato dei prezzi 
superiori  rispetto alle varietà comuni. 
Come abbiamo visto in precedenza l’Erythrina trova largo uso 
anche nel campo farmacologico e, in relazione a quanto appena detto 
sull’albinismo, una valida iniziativa potrebbe essere quella di ricercare se 
quei principi con effetto terapeutico presentino o meno una 
concentrazione superiore nelle piante albine rispetto alle wilde type.   
 
 
 
 
 
 
 
                                                                                                                                            Introduzione 
 
 10 
 
1.3 L’impiego di Erythrina in medicina 
 
Un altro fattore che rende l’Erythrina crista galli una pianta di 
interesse scientifico, oltre alla presenza di individui albini, è 
rappresentato dalle sue proprietà farmacologiche, essa viene infatti 
utilizzata per la preparazione di sostanze antinfiammatorie, stupefacenti 
e disinfettanti per il trattamento delle ferite (Weber D. et al. 2005).  
I nativi dell’Uruguay sono soliti masticare giovani foglie o fiori di 
Ceibo (nome con il quale chiamano questa pianta) proprio per trarre 
beneficio dalle sue proprietà psicotropiche (Anton, 1998). 
Gli usi entomobotanici della pianta sono legati alle proprietà 
sedative ed analgesiche delle foglie che sottoforma di infusi o di 
cataplasmi vengono utilizzati nel trattamento locale delle lesioni 
(Gonzàlez et al. 1941; Priore et al. 1989; Lahitte et al. 1998).    
I primi studi sulle proprietà curative degli alcaloidi contenuti nei 
semi  e nella corteccia di questa pianta sono stati condotti da Deulofeu 
nel 1959, ma da studi successivi è emerso che il contenuto di alcaloidi 
nelle foglie è estremamente basso, tanto da far supporre l’esistenza di 
altri metaboliti responsabili delle proprietà curative degli estratti fogliari.  
Per poter poi validare dal punto di vista medico l’uso curativo di 
questa pianta sono stati condotti una serie di studi.  
In Etcheverry et al. 2003 gli estratti di Erythrina crista galli sono 
stati frazionati e sottoposti ad una serie di analisi tra cui ad esempio il 
test di screening di Ippocrate e l’analisi sull’attività locomotoria 
spontanea nei topi. Il test di screening di Ippocrate eseguito sulle varie 
frazioni  degli estratti ha messo in evidenza un’attività di depressione sul 
sistema nervoso centrale, proprietà confermata anche dal test di mobilità 
effettuato sui topi (gli estratti di Erythrina vengono infatti utilizzati 
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anche per calmare sistemi nervosi sovraeccitati). I componenti delle 
frazioni purificate, che si sono rivelati attivi sul sistema nervoso centrale, 
sono stati poi isolati e strutturalmente definiti: il risultato è stato che in 
alcune frazioni farmacologicamente attive tali componenti  non erano 
costituiti né da alcaloidi, né da flavonoidi. La determinazione della 
struttura chimica di questi composti è ancora oggetto di studio. 
Un'altra interessante applicazione medica di Erythrina è dovuta alla 
presenza nei suoi estratti proteici di lectine in grado di legare 
efficacemente il galattosio. Questa proprietà è stata sfruttata per lo studio 
dell’attività in vivo dell’eritropoietina. L’eritropoietina (Epo), ormone 
gliocoproteico prodotto principalmente dai reni, è il principale 
stimolatore dei progenitori degli eritroidi all’interno dei globuli rossi 
maturi (Jelkman W. 1989). Tale ormone ha rappresentato, fin dalla sua 
clonazione nel 1985, uno dei prodotti biofarmaceutici più di successo.  
In Liefooghe et al. 2005 è stato effettuato, per la prima volta, un 
saggio in vitro per l’Epo in cui l’azione di rimozione di queste molecole 
non completamente sialilate, esercitata in vivo dal fegato, è stata mimata 
da lecitine di Erythrina in grado di legare in maniera selettiva il 
galattosio. 
Questo ha permesso di sviluppare un saggio di attività in vitro 
sensibile ed efficace in grado di evitare l’impiego di cavie animali.  
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1.4 La micropropagazione 
 
 
1.4.1 La storia delle colture vegetali in vitro 
 
La coltura di tessuti vegetali è una pratica che prevede la crescita di 
cellule, tessuti e organi isolati dalla pianta madre su di un substrato 
artificiale. 
La coltura in vitro di cellule, tessuti e organi vegetali rappresenta 
una metodologia di primaria importanza sia per la ricerca di base in 
discipline scientifiche quali la botanica, la fisiologia vegetale, la 
biochimica, che per ricerche biotecnologiche con importanti applicazioni 
commerciali.  
Questo approccio sperimentale deve la sua origine a un fisiologo 
tedesco, Haberlandt, che nel 1902 fu il primo a condurre esperimenti 
volti a dimostrare la possibilità di coltivare cellule, tessuti e organi di 
piante autonomamente rispetto all'intero organismo. Egli reintrodusse il 
concetto di totipotenza delle cellule proposto per la prima volta da 
Schleiden (1838) e Schwann (1839), i formulatori della teoria che 
riconosce nella cellula l'unità primaria di tutti gli organismi viventi. 
Haberlandt coltivò in un terreno semplice, composto da glucosio e 
peptone (prodotto della demolizione naturale di sostanze proteiche, usato 
per preparare “brodi di colture”), gruppi di cellule isolate da foglie di 
varie monocotiledoni, riuscendo a mantenerle vitali in coltura; tuttavia 
non riuscì a stimolarne la divisione e la moltiplicazione. Le cause di 
questo insuccesso furono attribuite all'inadeguatezza del materiale 
sperimentale usato, all'insufficienza dei terreni di coltura, e alle 
frequenti contaminazioni. 
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Benché Haberlandt non riuscì a provare le sue idee, studi successivi 
culminarono nel 1934 con l'ottenimento di una coltura a crescita 
indefinita di apici radicali, isolati da pomodoro, in un terreno di coltura 
semplice, contenente sali minerali, estratto di lievito, e zucchero (White, 
1934).  
Nei cinque anni successivi si riuscì a mettere a punto terreni di 
coltura opportuni che portarono a risultati significativi e, nel 1939, 
considerato l'anno della nascita delle colture cellulari, vennero pubblicati 
tre lavori indipendenti (Gautheret, Nobécourt e White) di colture di 
tessuti vegetali a crescita illimitata a partire da piante di carota e tabacco.  
In questi lavori si dimostrò che le cellule in coltura potevano essere 
stimolate a proliferare indefinitamente, sotto forma di tessuto 
indifferenziato, il “callo”, che si originava in corrispondenza dei siti di 
taglio degli espianti primari. La produzione di tessuti callosi è stata 
ottenuta anche da monocotiledoni per la prima volta nel 1947, con la 
coltura da endosperma di Zea mays allestita da LaRue. 
 
 
1.4.2 Applicazioni della tecnica di coltura dei tessuti vegetali 
 
Quando Haberlandt tentò di realizzare la prima coltura di cellule 
vegetali le sue intenzioni erano sviluppare uno strumento valido e 
versatile per condurre studi sulla morfogenesi e dimostrare la totipotenza 
delle cellule vegetali. Egli probabilmente non immaginava minimamente 
quale importante ruolo avrebbe avuto la tecnica della coltura di cellule 
vegetali, non solo nel campo della ricerca, ma anche per diverse attività 
di interesse economico.  
Attualmente è possibile distinguere quattro aree nelle quali trova 
applicazione tale tecnica: produzione di prodotti farmaceutici e naturali; 
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miglioramento genetico delle colture; recupero di cloni esenti da malattie 
e conseguente conservazione di germoplasma prezioso e rapida 
moltiplicazione clonale di varietà selezionate.  
Di seguito si riportano una serie di casi in cui l’utilizzo della tecnica 
di coltura delle cellule vegetali ha trovato largo impiego. 
 
 La crescita di masse di cellule indifferenziate (callo) su Agar o su 
sospensione liquida a partire da segmenti di stelo, di radice o di foglie 
rappresenta un valido sistema per studiare la differenziazione, la 
morfogenesi e la rigenerazione delle piante (Murashige, 1974). 
 
 La cultura degli apici dei germogli rappresenta il metodo principalmente 
adottato per la produzione di vegetali virus-free (Quark, 1972). Questa 
pratica, che ha suscitato un considerevole interesse soprattutto nel settore 
commerciale, si basa sul fatto che la velocità di propagazione dei virus 
nelle cellule dei meristemi apicali risulta essere di gran lunga inferiore 
alla velocità di moltiplicazione delle cellule stesse. Attraverso questo 
metodo è stato quindi possibile accelerare il trasporto di piante da un 
paese all’altro come conseguenza della riduzione dei periodi di 
quarantena. Se associato alla crioconservazione tale metodo può 
rappresentare un valido strumento per la conservazione di germoplasma 
prezioso esente da patogeni. 
 
 Attraverso la cultura di antere e di pollini è stato possibile ottenere piante 
aploidi (Kasha, 1974). Le piante aploidi sono in grado di ridurre 
considerevolmente le fasi dell’ibridazione e inoltre permettono un più 
facile riconoscimento delle mutazioni siano esse naturali o indotte 
artificialmente.  
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 Recentemente la tecnologia si è estesa anche nel settore dell’isolamento e 
della coltura di protoplasti vegetali che possono essere impiegati nella 
fusione e nell’ibridazione di cellule somatiche (Tempe, 1972). 
Attraverso la fusione di protoplasti di specie distinte è possibile ottenere 
nuove varietà di colture contenenti unità cistroniche in grado di conferire 
alla pianta le caratteristiche desiderate. 
 
Oggi, dopo diversi anni di ricerca e sperimentazioni, le tecniche di 
cultura dei tessuti vegetali hanno acquistato una notevole importanza sia 
in campo scientifico che commerciale, attraverso di esse infatti è stato 
possibile, da una parte chiarire alcuni dei principi fondamentali alla base 
dello sviluppo vegetale e dall’altra risolvere diversi problemi pratici che 
si presentavano con le “classiche” tecniche di propagazione vegetale. 
 
 
1.4.3 Il metodo della propagazione dei tessuti vegetali 
 
Molto spesso la messa a punto di metodiche volte a realizzare 
tessuti di coltura di specie vegetali differenti trova le proprie basi in 
approcci empirici e studi già effettuati e riportati in letteratura, molti dei 
quali anche non specifici delle cellule vegetali.  
I principali fattori che possono influire sul processo di coltura e che 
possono spiegare il comportamento di una particolare linea produttiva 
sono: il substrato di coltura, le condizioni ambientali, l’età, l’origine e il 
tasso di crescita delle cellule. A tale proposito si ricorda che più le 
condizioni di coltura sono uniformi più comparabili potranno essere i 
dati ottenuti e le osservazioni effettuate. 
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La micropropagazione si compone essenzialmente di quattro fasi 
nelle quali le condizioni di sterilità, umidità, temperatura e luce sono 
mantenute costanti. 
1) Induzione e stabilizzazione delle colture in ambiente asettico. La 
sterilizzazione del materiale di partenza prevede dei protocolli specifici 
per ciascuna essenza vegetale e per ogni tipo di espianto. 
2) Promozione dell’attività rigenerativa e di moltiplicazione di nuovi 
germogli. Tale fase dipende molto dalla provenienza tissutale del 
meristema ma anche dai promotori di crescita inseriti nel mezzo di 
coltura. 
3) Induzione e sviluppo di nuove radici alla base dei germogli. Una minima 
variazione della percentuale di auxine, giberelline o citochinine inserite 
nel mezzo colturale può favorire lo sviluppo della parte ipogea o epigea 
del g ermoglio. 
4) Trapianto ed acclimatazione. Una volta che il germoglio si è trasformato 
in piantina completa si può procedere al trapianto su terreno misto in 
torba e perlite; ad esso segue una delicata fase in cui il vegetale deve 
riuscire a procurarsi il giusto quantitativo di zuccheri, attraverso la 
fotosintesi (Elliot, 1961). 
  
 
1.4.4 La scelta dell'espianto primario e la callo genesi 
 
La metodologia per la coltura di tessuti vegetali ha raggiunto uno 
stadio in cui, ad oggi, virtualmente, i tessuti provenienti da qualsiasi 
specie vegetale possono essere coltivatati con successo. La tecnica 
naturalmente non è priva di problemi ma una vasta quantità di 
conoscenze e di esperienze sono riportate in diverse pubblicazioni.  
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Riviste eccellenti nel campo della fisiologia e biochimica vegetale 
riportano numerosi casi di studio condotti intorno a temi quali la 
nutrizione della cellula, la sua differenziazione e crescita (Gamborg O. 
L., Murashige T., Thorpe T. A. and Vasil I. K.). 
Per consentire la crescita dei tessuti callosi in vitro, un adeguato 
terreno nutritivo rappresenta una condizione essenziale ma non sempre 
sufficiente. Teoricamente ogni tessuto prelevato dalla pianta è capace di 
proliferare come tessuto calloso, esclusi i casi in cui la differenziazione 
cellulare porta a estreme alterazioni fenotipiche come ad esempio la 
morte del protoplasto degli elementi tracheari che formano i vasi 
xilematici, o la perdita dei nuclei nelle cellule che formano i tessuti 
cribrosi (Grafi, 2004). La formazione dei calli (callogenesi) è legata alla 
capacità delle cellule dell'espianto di moltiplicarsi una volta isolate dalla 
pianta. 
Tale capacità risulta a sua volta influenzata dall’idoneità o meno 
dell’espianto e i fattori che la determinano possono così essere 
schematizzati: 
a) Tipo di organo scelto come fonte dell’espianto; 
b) Stadio fenologico o di sviluppo dell’organo; 
c) Periodo nel quale l’espianto viene effettuato; 
d) Taglia dell’espianto; 
e) Condizioni generali della pianta dalla quale viene prelevato l’espianto. 
 
Come visto i fattori sono molteplici, di conseguenza diventa di 
primaria importanza per l'allestimento di una coltura tissutale la scelta di 
un adeguato espianto parentale. Come regola generale si preferisce 
utilizzare tessuti giovani, come meristemi, tessuti embrionali, tessuti del 
cambio e plantule appena germinate, anche se non si esclude l'utilizzo di 
tessuti con un maggiore livello di differenziazione (Augé et al., 1995). 
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In generale porzioni di tessuto ricavate da fusticino o radici di 
piccole piantine, da germogli non dormienti o da apici meristematici 
offrono il miglior materiale per la produzione di calli friabili e chiari.  
Nei cereali e nelle piante erbacee in generale il mesocotile o delle 
porzioni della radice  rappresentano il miglior materiale per ottenere un 
buon callo o una buona coltura di cellule in sospensione.  
Altra caratteristica dell’espianto associata alla frequenza di 
sopravvivenza dello stesso in vitro e al tasso di crescita del callo è la sua 
dimensione. Se da un lato un espianto estremamente piccolo ha 
probabilità di sopravvivenza molto bassa, dall’altro la probabilità di 
isolare una porzione di tessuto “pulita”, esente da microrganismi, risulta 
essere inversamente proporzionale alla taglia. 
Infine il comportamento iniziale di un tessuto di coltura può variare 
anche in funzione dello stato fisiologico della pianta d’origine. Ad 
esempio un tessuto isolato da una pianta appena fertilizzata può 
rispondere in maniera diversa al mezzo di coltura rispetto ad uno isolato 
più tardi o da una pianta non fertilizzata. 
   
 
1.4.5 Formazione del callo 
 
Durante la callogenesi si verifica un processo di dedifferenziazione 
cellulare; le cellule vegetative da uno stato di quiescenza passano ad uno 
stato di attiva divisione, mediante una notevole variazione del pattern di 
espressione dei geni che controllano il ciclo cellulare (Grafi, 2004). Le 
osservazioni citologiche mostrano che le cellule che si formano hanno 
dimensioni inferiori, pareti cellulari sottili, presenza di piccoli e 
numerosi vacuoli, citoplasma denso e ricco di ribosomi, proplastidi e 
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mitocondri, reticolo endoplasmatico poco sviluppato e nucleo molto 
voluminoso (Street, 1977).  
Studi recenti inoltre mostrano che le ferite provocate ai tessuti degli 
espianti durante le manipolazioni e l'esposizione di questi agli ormoni 
vegetali contenuti nei terreni di coltura causano all'inizio variazioni del 
contenuto di DNA e nel numero di cromosomi; ciò è dovuto a eventi di 
endoreduplicazione, endomitosi, aberrazioni del fuso mitotico e danni al 
DNA (Maluszynska et al., 2007). 
Attraverso le colture è comunque possibile selezionare linee 
cellulari geneticamente stabili e a crescita rapida. 
 
  
1.4.6 La messa a punto dei terreni nutritivi 
 
La messa a punto dei terreni nutritivi è un fattore di primaria 
importanza per l'allestimento delle colture cellulari, due sono infatti i 
fattori principali che determinano il successo di una coltura di cellule: le 
origini del tessuto espiantato e il mezzo di coltura.  
La composizione del mezzo rappresenta il fattore determinante la 
crescita del callo e quindi la proliferazione delle cellule.  
Le prime esperienze di culture di tessuti vegetali furono condotte 
impiegando un mezzo di coltura messo a punto da un certo White 
(White, 1963). Questo mezzo conteneva tutti i nutrienti normalmente 
richiesti dalle cellule vegetali e trovava impiego sopratutto per le colture 
di radici. Studi condotti in seguito alla sua applicazione rivelarono però 
che le quantità di azoto e di potassio in esso contenute erano insufficienti 
a garantire la massima crescita del callo o della sospensione di cellule in 
coltura (Murashige, T. and F. Skoog, 1962). Nel mezzo di coltura messo 
a punto da White la necessità di una miscela di sali minerali più ricca era 
                                                                                                                                            Introduzione 
 
 20 
stata compensata dall’aggiunta di estratti di lievito, proteine idrolizzate, 
amminoacidi, latte di cocco ed altri integratori organici (Risser et al, 
1964). Il mezzo di White venne impiegato fino alla metà degli anni '60. 
Nel frattempo si condussero studi sistematici sull'importanza dei sali e di 
altri nutrienti che portarono alla definizione del primo terreno di coltura 
definito chimicamente: l’MS (mezzo messo a punto da Murashige e 
Skoog nel 1962). 
Tale mezzo contiene sali minerali, una fonte di carbonio 
(rappresentata generalmente da saccarosio), vitamine e regolatori della 
crescita (ormoni). Il mezzo MS, ideato per le cellule di tabacco, 
attualmente viene largamente utilizzato con successi constatati per la 
coltura di calli su agar, per la coltura di cellule in sospensione su mezzi 
liquidi e per studi morfogenetici. 
Il mezzo contiene in corrette quantità e proporzioni tutti i nutrienti 
inorganici in grado di soddisfare i fabbisogni nutritivi così come quelli 
fisiologici della maggior parte di cellule vegetali in coltura. Come 
conseguenza di ciò le cellule generalmente non necessitano di integratori 
organici come amminoacidi, idrolisati di caseina, estratti di lievito o altri 
composti particolari come ad esempio il latte di cocco utilizzato da 
White. Una caratteristica distintiva del mezzo MS è la sua alta 
concentrazione di azoto, potassio e ammonio rispetto agli altri mezzi 
nutritivi. In vari dibattiti furono ritenuti adeguati anche altri mezzi di 
cultura, ma in questi l’ottimo sviluppo delle cellule era spesso 
dipendente dall’addizione di integratori organici. La risposta positiva a 
queste addizioni indicava che le cellule necessitavano di azoto e di altri 
nutrienti. In molti casi queste esigenze potevano essere soddisfatte da 
concentrazioni crescenti di sali inorganici, azoto in particolare, così 
come il saccarosio e le vitamine (Murashige, 1974).  
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Successivamente vennero definiti altri terreni (Linsmaier & Skoog, 
1965; Gamborg et al, 1968; Schenk & Hildebrandt,1972), impiegati per 
vari scopi, dall'iniziazione dei calli, alla rigenerazione delle piante, alle 
sospensioni cellulari. 
Ad oggi le cellule di molte specie vengono fatte crescere su mezzi 
già preparati e che non richiedono l’aggiunta di complesse sostanze. Tra 
questi trovano largo uso l’MS, appunto, o modificazioni di questo. 
 
 
1.4.7 Composizione del mezzo nutriente 
  
Lo studio sui requisiti nutrizionali dei tessuti vegetali ha permesso 
di raggruppare le varie sostanze di cui si compone il mezzo nutriente in 
cinque categorie: 
- macroelementi e microelementi inorganici; 
- fonte di carbonio; 
- amminoacidi ed integratori organici; 
- vitamine; 
- ormoni vegetali. 
 
1.4.7.1 Nutrienti inorganici  
 
I nutrienti inorganici sono costituiti da sali minerali in grado di 
soddisfare le esigenze in termini di macro e micro nutrienti. 
I micronutrienti sono quegli elementi presenti in traccia nella pianta 
ma essenziali per lo svolgimento di molte funzioni. Fanno parte di 
questo gruppo: manganese, iodio, rame, cobalto, boro, molibdeno, ferro 
e zinco. 
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I macronutrienti rappresentano invece un gruppo di sostanze che 
costituiscono almeno lo 0,1% del peso secco di una pianta.  
L'azoto è un macroelemento essenziale poiché costituente di 
amminoacidi e acidi nucleici e in quanto tale la sua presenza all’interno 
del mezzo nutriente deve essere sempre sufficiente. Come fonte 
inorganica di questo elemento si utilizzano principalmente nitrati come 
KNO3 o ioni ammonio come NH4NO3, mentre come fonte di azoto 
ridotto vengono usati idrolizzati enzimatici di proteine come il peptone 
vegetale. 
Per poter essere sicuri di coprire le esigenze del vegetale il mezzo 
nutriente dovrebbe contenere almeno 25 mM sia di azoto che di potassio. 
Se si prendono in considerazione entrambe le due forme, nitrica e 
ammoniacale, per assicurare una corretta coltura di callo o di cellule in 
sospensione le concentrazioni di nitrati e di ammonio dovrebbero essere 
preferibilmente al di sopra di 60 mM. Sebbene l’ammonio in linea 
generale abbia effetti benefici sullo sviluppo del callo bisogna comunque 
ricordare che in alcuni casi concentrazioni in eccesso anche di soli 8 mM 
possono risultare letali (Gamborg O. L. and J. P. Shyluk. 1970).  
Può essere utile ricordare che il trasferimento delle cellule ad un 
nuovo mezzo di coltura può portare ad una riduzione del tasso di crescita 
del callo e questo fenomeno si può mantenere anche per una o due sub 
culture, fino a che le cellule non si saranno adattate. Una corretta 
valutazione dell’idoneità del mezzo può quindi essere fatta soltanto dopo 
2 o 3 sub-culture. Una concentrazione di 1-3 mM di calcio, zolfo e 
magnesio generalmente risultano essere sufficienti. Altri fabbisogni di 
sodio e cloro possono essere coperti con l’impiego di sali di calcio, 
fosfati e micronutrienti (Eriksoon. T. 1965).  
Il fosforo, essenziale per la sintesi del DNA, viene fornito attraverso 
sali come KH2PO4. Altri macroelementi sono lo zolfo, presente in 
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aminoacidi come metionina e cisteina; il calcio, coinvolto nella sintesi 
della parete cellulare, in varie funzioni di membrana nonché in 
meccanismi di segnalazione cellulare; il potassio, regolatore del 
potenziale osmotico, e il magnesio, importante cofattore enzimatico. 
 
1.4.7.2 Carbonio e fonti di energia  
 
La fonte di carbonio organico generalmente è costituita dal 
saccarosio.  
Le cellule e i tessuti necessitano di zuccheri esogeni perché in 
coltura sono sistemi eterotrofi incapaci di attività fotosintetica. Tale 
disaccaride usato solitamente ad una concentrazione del 2-4% può essere 
sostituito anche dal glucosio o dal fruttosio mentre tutti gli altri zuccheri 
risultano inadeguati in quanto troppo poveri come fonte di carboidrati. I 
vantaggi nella scelta di questo disaccaride sono dovuti al basso costo, la 
facile reperibilità, e la facilità di assimilazione.  
Spesso all’interno del mezzo nutriente viene inserito anche l’m-
inositolo, zucchero ciclico la cui presenza in realtà non dovrebbe essere 
indispensabile, tuttavia per consuetudine viene inserito poiché è stato 
dimostrato che in sua presenza il callo cresce in maniera migliore.   
 
1.4.7.3 Amminoacidi e integratori organici  
 
L’inserimento di amminoacidi nel mezzo nutriente non è essenziale 
se i nutrienti inorganici presenti risultano essere adeguati. Là dove 
questo non dovesse succedere  la migliore cosa è l’aggiunta di 0,05-0,1% 
di idrolisati di caseina e casamino acidi per stabilizzare la cultura di 
cellule. Con il passare del tempo questi composti possono essere 
sostituiti dall’ L-glutammina (2-10 mM), mentre l’azoto organico può 
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essere completamente omesso (Gamborg O. L., R. A. Miller, 1968). (A 
tale proposito bisogna ricordare però che le cellule richiederanno almeno 
un mese e molti trasferimenti per adattarsi all’eliminazione graduale di 
azoto organico).  
Questi fattori rendono l’utilizzo esclusivo di azoto inorganico la 
scelta migliore.   
 
1.4.7.4 Vitamine 
 
Solitamente vengono utilizzate delle miscele già preparate 
contenenti un mix di vitamine alcune delle quali effettivamente richieste, 
come la Tiamina, altre, come l’acido nicotinico e la Piridoxina, non 
effettivamente essenziali ma comunque inserite in quanto la loro 
presenza  ha dimostrato avere un effetto positivo sul tasso di 
proliferazione delle cellule. 
 
1.4.7.5 Ormoni 
 
Gli ormoni che generalmente vengono aggiunti nel mezzo di coltura 
appartengono a due categorie: le auxine e le citochinine. 
 
Le Auxine 
Il successo nell'ottenere la crescita indefinita di colture fu dato 
dall'aggiunta nei terreni dell'acido 3-indolacetico (IAA), un'auxina che 
funge da regolatore della crescita, e che viene sintetizzata naturalmente 
da tutte le piante. La scoperta di questa molecola (Went, 1926) si rivelò 
fondamentale per le colture vegetali, perchè capace di stimolare la 
divisione e la moltiplicazione delle cellule, e quindi la proliferazione dei 
tessuti callosi. L'IAA interviene in molti eventi fisiologici della pianta e 
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la sua azione dipende dalla concentrazione e dall'interazione sinergica o 
antagonista con altri regolatori della crescita. In particolare, l'IAA viene 
coinvolto nei seguenti processi biologici:  
- Distensione cellulare: l'IAA provoca un aumento della plasticità della 
parete delle cellule vegetali. Questo fenomeno comporta la penetrazione 
di acqua al loro interno e la conseguente distensione. IAA non agisce 
direttamente sulla parete, ma causa un'attiva estrusione di ioni H+ 
nell'apoplasto. L'acidificazione attiva enzimi definiti “wall-loosening” 
(espansina etc...), che catalizzano la rottura di legami chiave nei polimeri 
che formano la parete cellulare, incrementando così l'estensibilità del 
protoplasto; 
- Stimolo della divisione dei tessuti del cambio; 
- Sintesi di etilene, attraverso un'azione di induzione dell'ACC sintasi, 
enzima biosintetico chiave della molecola; 
- Controllo del tropismo, e in particolare la determinazione della 
dominanza apicale; 
- Ritardo della caduta delle foglie e dei frutti; 
- Funzioni rizogeniche. 
 
Si conoscono solo in parte i meccanismi molecolari attraverso i 
quali le auxine regolano questi fenomeni: studi recenti hanno portato 
all'isolamento di probabili recettori che consentiranno di giungere nei 
prossimi anni alla conoscenza dei meccanismi d'azione di questi ormoni. 
Sono conosciuti alcuni geni (famiglie AUX/IAA, GH3, SAUR) che 
vengono indotti in risposta al segnale mediato da auxina; sono inoltre in 
corso studi sull'interazione dell'ormone con proteine coinvolte nei 
processi di degradazione proteica basati sull'ubiquitinazione (Estelle & 
Dharmasiri, 2004). Tutte le piante sintetizzano auxine, ma il processo è 
strettamente controllato dallo stadio di sviluppo. I siti principali di 
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elaborazione di queste molecole sono le foglie, i fiori, e i frutti più 
giovani. Le auxine circolano dalla sommità alla base degli organi con 
una polarità fortemente marcata, e vengono inattivate per coniugazione 
con aminoacidi o molecole saccaridiche specifiche, o per degradazione 
enzimatica (Buchanan et al., 2000). Le auxine si trovano principalmente 
nei tessuti in rapida crescita per assicurare la moltiplicazione e 
l'elongazione delle cellule. 
Dopo l'identificazione dell'auxina naturale, vennero identificate 
altre molecole capaci di svolgere funzioni simili all'auxina. Le principali 
molecole auxina-simili sono l'acido indolbutirrico (IBA), l'acido 
naftalenacetico (NAA) e i suoi derivati (acido naftossiacetico (NOA) e 
naftilacetammide (NAD)) e l'acido 2,4-diclorofenossiacetico (2,4-D). 
 
Le citochinine  
I successi iniziali di propagazione di tessuti vegetali si limitavano 
all'uso di espianti contenenti esclusivamente cellule di tipo 
meristematico. (Vasil, 2007).  
Nel 1951 Skoog e Tsui riuscirono a stimolare la divisione cellulare 
su espianti di midollo di tabacco, un tessuto composto sia da cellule 
meristematiche che da cellule parzialmente differenziate. Essi 
aggiunsero al terreno di coltura adenina e alte concentrazioni di fosfato, 
e dimostrarono che le divisioni cellulari si verificavano solo in presenza 
di tessuto vascolare (Jablonski e Skoog, 1954). Una varietà di estratti 
vegetali contenenti latte di cocco (l'endosperma liquido delle noci di 
cocco) furono aggiunti ai terreni di coltura per mimare l'effetto dei 
tessuti vascolari. Si dimostrò così la capacità di questi estratti di 
stimolare la moltiplicazione cellulare e la formazione delle gemme. I 
ricercatori impegnati nello studio di questi effetti giunsero 
all'identificazione di un complesso attivo di natura purinica, che però 
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non fu possibile purificare completamente. Successive indagini su DNA 
autoclavato portarono alla scoperta di una molecola attiva chiamata 
chinetina (Miller et al., 1955), la prima molecola individuata come 
citochinina. 
Le citochinine sono molecole formate da adenina (una base azotata) 
variamente sotituite in posizione N6. Si conoscono citochinine naturali, 
quali zeatina e isopenteniladenina (IPA) e sintetiche, come chinetina (6-
furfurilaminopurina) e 6-benzilaminopurina (BAP). Per questo gruppo di 
molecole si sono dimostrate diverse funzioni. In combinazione con le 
auxine stimolano la divisione cellulare ma con ruoli distinti: mentre le 
auxine favoriscono la duplicazione del DNA, le citochinine intervengono 
in fasi successive del ciclo cellulare. Questa classe di ormoni svolge 
ruoli importanti anche nei processi di organogenesi, stimolando 
fortemente la formazione dei germogli, e inibendo la rizogenesi. Le 
citochinine stimolano la sintesi proteica, e possono inoltre ritardare la 
senescenza dei tessuti inibendo l'azione di enzimi idrolitici. Tutte le 
piante producono citochinine, e le radici e gli embrioni sono considerati i 
siti preferenziali di sintesi. 
 
 
1.4.8 Preparazione del substrato 
 
Si riportano di seguito una serie di informazioni e di consigli su 
come preparare il mezzo di coltura, senza andare eccessivamente nel 
dettaglio poiché il tipo di substrato, e quindi la sua composizione, 
possono variare anche a seconda della specie vegetale alla quale 
appartiene la porzione di tessuto espiantata. 
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Acqua e composti chimici. L’acqua dovrebbe essere distillata e contenuta 
in recipienti di vetro sterili. I composti chimici dovrebbero avere il più 
alto grado di purezza. I regolatori di crescita potrebbero richiedere la 
ricristallizzazione prima dell’uso. Gli idrolizzati di proteina sono 
solitamente disponibili come acidi o come enzimi idrolizzati, 
quest’ultimi sono da preferire in quanto gli acidi ammidi tendono a 
preservare la loro forma naturale.  
 
Stock di soluzioni. La condizione migliore per la preparazione del 
substrato è quella di avere a disposizione una serie di soluzioni già 
preparate (Gamborg, O. L. & L. R.Wetter, 1975). I composti chimici che 
vanno a costituire i macronutrienti (N, P, Mg, Ca e S) possono essere 
preparati con una concentrazione finale di 10x. I composti che vanno a 
costituire i micronutrienti, invece, così come le vitamine, possono essere 
preparati con una concentrazione finale di 1000x ed essere conservati a -
20°C. Può essere utile avere degli stock di soluzioni già preparate di sali 
di calcio e ioduro di potassio. L’acido naftalenacetico (NAA), l’acido 2,4 
diclorofenossiacetico (2,4-D) devono essere disciolti in una piccola 
quantità di etanolo e poi portati a volume con acqua ottenendo così una 
concentrazione finale di 2-3 mM.  
Le citochinine in alcuni casi vengono sciolte in una piccola quantità 
di HCl 0,5 N, riscaldando leggermente per favorire il passaggio in 
soluzione e portando poi a volume con acqua fino ad attenere una 
concentrazione 1-2 mM. Questi composti possono essere disciolti anche 
in dimetilsulfossido  (Schmitz et al, 1970). 
 
Autoclavaggio e conservazione. Potrebbe risultare conveniente preparare 
e conservare il substrato completo di sali minerali  e vitamine con una 
concentrazione finale di 10x. Il mezzo così preparato può essere 
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conservato in borse frigo dalla capacità di 500 o 1000 ml, a seconda 
dell’entità del lavoro per le quali si vogliono utilizzare.  
Il saccarosio gli ormoni e gli altri ingredienti possono essere 
aggiunti quando il mezzo desiderato è già stato preparato. Il pH viene poi 
aggiustato ad un valore generalmente tra 5,5 e 6,2 e il mezzo viene 
autoclavato a 121 °C per 15 o 20 minuti. La maggior parte dei composti 
tollera l’autoclavaggio anche se bisogna prestare comunque molta 
cautela (Bragt et al, 1971).  
Le eccezioni possono essere l’acido indolacetico e la glutammina. 
Può verificarsi anche la perdita di Tiamina.  
Il mezzo può essere conservato a temperatura ambiente, ma 10 °C 
sono da preferire. A causa della fotosensibilità di alcuni componenti la 
conservazione avviene, poi, normalmente al buio.    
 
 
 
1.5 Elettroforesi monodimensionale SDS-PAGE 
 
 
Il termine elettroforesi descrive la migrazione di particelle cariche 
sotto l'influenza di un campo elettrico (Wilson e Walker, 2002). 
L'SDS-PAGE è un tipo di elettroforesi su gel di poliacrilammide 
che viene svolta in condizioni denaturanti; essa fornisce un'analisi 
qualitativa di miscele di proteine e permette la loro separazione in base 
alle dimensioni che presentano. 
I gel di poliacrilammide si compongono di due  fasi a percentuali 
diverse del monomero: i campioni vengono caricati direttamente sullo 
stacking gel che rappresenta la parte superiore, esso ha funzione di 
impaccamento e permette di formare un sottile “schieramento” di 
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proteine allineate pronte ad entrare nel resolving gel, ossia nel gel di 
separazione dove le proteine in questione vengono separate in base al 
peso molecolare. 
Le proteine da separare corrono sotto l'azione di un campo elettrico 
attraverso le maglie di poliacrilammide del gel che agiscono come un 
setaccio molecolare. 
I campioni da analizzare vengono dapprima trattati con un sample 
buffer contenente SDS (sodio dodecilsolfato) e ß-mercaptoetanolo o 
DTT.  
L'SDS è un detergente anionico che si lega fortemente alle proteine 
e le denatura; il ß-mercaptoetanolo e il DTT destabilizzano, invece, la 
loro struttura terziaria rompendo i ponti disolfuro. 
Dopo il trattamento con il sample buffer le proteine assumono una 
forma filamentosa e si circondano di molecole di SDS cariche 
negativamente: il risultato è la loro migrazione attraverso le maglie del 
gel, verso l'anodo, in base alle proprie dimensioni e non alla propria 
carica in quanto completamente schermata dal detergente. 
 
 
 
Nel buffer utilizzato è presente un colorante, il blu di bromofenolo, 
che permette di seguire l'avanzamento del fronte durante la corsa 
elettroforetica. 
Immagie 5.1 
Proteina circondata 
da molecole di SDS 
                                                                                                                                            Introduzione 
 
 31 
Le proteine presenti nel campione vengo visualizzate come bande 
in seguito alla colorazione del gel. Vari tipi di colorazione possono 
essere effettuati a seconda delle esigenze, la più diffusa si serve del Blu 
di Coomassie, un colorante che è in grado di rivelare fino a 0,1 µg di 
proteina per banda (Bollag 2nd ed., 1996). 
Tuttavia in alcuni casi è possibile che la concentrazione proteica nel 
campione in esame sia molto bassa, e che la colorazione 
precedentemente citata non sia abbastanza sensibile. In questi casi ci si 
può servire della colorazione con nitrato d'argento (Silver Stainig). 
Il Silver Staining è una colorazione estremamente sensibile, ha un 
range di sensibilità che va dagli 0,3 ai 10 ng di proteine per banda, a 
seconda del protocollo utilizzato. 
Anche in questo caso le proteine presenti nel campione vengono 
visualizzate come bande nel gel in seguito a corsa elettroforetica; quello 
che si verifica è che gli ioni Ag+ legano le catene laterali degli 
amminoacidi, principalmente gruppi sulfidrilici e carbossilici (Switzer et 
al, 1979; Oakley et al., 1980; Merril et al., 1981; Merril et al., 1986), e si 
riducono ad argento metallico libero (Rabilloud, 1990; Rabilloud, 1999). 
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Capitolo II 
 
 
Materiali e metodi 
 
 
 
2.1 Materiale vegetale e condizioni di crescita 
 
 
Nel corso degli esperimenti sono state utilizzate delle piantine di 
Erythrina Crista Galli nelle forme Albina e Wilde Type. 
Per le analisi fenotipiche si sono utilizzate piantine di 2 mesi di età, 
periodo limite oltre il quale le piante albine vanno incontro a morte.  
Per il processo di micropropagazione invece il materiale di partenza 
è stato prelevato da piantine di un mese di età in quanto il materiale “più 
giovane” risulta essere più idoneo. 
I campioni utilizzati per le analisi fenotipiche sono stati prelevati in 
maniera del tutto casuale, mentre per la micropropagazione si è operata 
una selezione del materiale più idoneo, ossia foglie più piccole per il 
Wilde Type.   
Le plantule sono state ottenute per semina diretta in vaso, su una 
miscela di terriccio/perlite 3/1, e mantenute nella camera di crescita nelle 
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seguenti condizioni: fotoperiodo 15 ore di luce, 9 di buio; luminosità ≈70 
µmoli m-2 s-1; temperatura diurna ≈22°C; temperatura notturna ≈20°C.   
 
 
 
2.2 Determinazione del contenuto di pigmenti fogliari 
 
La concentrazione nelle foglie di clorofilla a, clorofilla b e 
carotenoidi è stata determinata per via spettrofotometrica, adattando il 
protocollo di Zhang e Kirkham (1996). 
Per ciascuna tesi è stato prelevato, in duplicato, un campione 
casuale contenente porzioni di foglie e porzioni di stelo. Il campione è 
stato quindi pestato, trasferito in provette da 2 ml e vi sono stati aggiunti 
1,8 ml di acetone 80%, per la solubilizzazione dei pigmenti. A questo 
punto i campioni sono stati mantenuti al buio alla temperatura di 4°C, 
per un minimo di tre giorni ed un massimo di due o tre settimane, prima 
della lettura spettrofotometrica. 
Al termine del periodo d’incubazione il surnatante viene letto alle 
lunghezze d’onda di 663.2; 648.8 e 470.0 nm, corrispondenti ai picchi di 
assorbimento rispettivamente della clorofilla a (chl a), della clorofilla b 
(chl b) e dei carotenoidi (car); il bianco è costituito dal solvente. 
Le concentrazioni dei tre pigmenti fogliari, in termini di µg ml-1surn., 
vengono calcolate a partire dai valori misurati di assorbanza (Aλ) 
attraverso le seguenti relazioni: 
 
 [chl a] µg ml-1 = (12.25 x A663.2) – (2.79 x A648.8), 
 [chl b] µg ml-1 = (21.50 x A648.8) – (5.10 x A663.2), 
 [car] µg ml-1 = [(1000 x A470.0) – (1.82 [chl a] + 85.02 [chl b])]/ 198. 
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Queste vengono infine riportate al preso fresco del materiale 
vegetale utilizzato (PF) e al valore totale del surnatante (Vsurn.), per 
ottenere le concentrazioni in termini di mg g-1PF: 
 
           [pigmento] mg g-1PF = (Vsurn./ PF) x [pigmento] µg ml-1 x 10-3. 
 
 
2.3 Analisi degli zuccheri liberi 
 
 
2.3.1 Estrazione dei metaboliti (acido-base) 
 
Per l’analisi degli zuccheri liberi (glucosio, fruttosio e saccarosio) è 
stato impiegato materiale proveniente da foglie, steli, radici e cotiledoni. 
Il campione in quantità di 0.5 g viene sfarinato in presenza di azoto 
liquido. Si aggiungono dunque 6 volumi di HClO4 5.5% (pari a 3 ml di 
acido per 0.5 g di campione), si mantiene a temperatura ambiente per 15 
minuti e poi lo si centrifuga a 10 000 g per 5 minuti. 
Il surnatante viene recuperato e si procede alla sua neutralizzazione 
con K2CO3 3.5 M. L’aggiunta della soluzione salina causa la formazione di 
bolle di CO2, pertanto la neutralizzazione è raggiunta quando il fenomeno 
ha termine, cioè quando ulteriori apporti di K2CO3 non provocano più il 
rilascio di CO2; generalmente sono sufficienti 100 µl di K2CO3 per ogni ml 
di surnatante ma tali quantità possono variare. Del surnatante neutralizzato 
viene misurato il pH, i cui valori devono restare compresi tra 6.5 e 7.5 
affinché il coupling enzimatico che verrà utilizzato per la quantificazione 
dei metaboliti, che richiede un pH neutro o sub-basico, possa funzionare. 
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Successivamente il campione viene mantenuto a temperatura ambiente 
per 10 minuti e poi centrifugato a 10 000 g per 5 minuti, per permettere la 
completa precipitazione del sale. 
A questo punto il surnatante viene recuperato e mantenuto a -20° C 
over night. 
Si procede quindi con un ulteriore centrifuga a 10 000 g per 5 minuti, 
per permettere la completa precipitazione del sale. 
Al termine della procedura si procede ancora al controllo del pH del 
surnatante e alla misurazione accurata del suo volume, che costituisce un 
dato essenziale per il calcolo della concentrazione esatta degli zuccheri 
liberi. I campioni possono essere conservati a -20° C fino al momento della 
quantificazione dei metaboliti.  
 
2.3.2 Procedura per la determinazione enzimatica degli zuccheri liberi 
 
La quantificazione degli zuccheri liberi presenti nel campione si 
basa sul principio illustrato in figura 2.1. 
 
 esochinasi 
S G + F 
invertasi 
A pH acido 
A pH neutro 
F 
G G6P 6PG 
esochinasi G6PDH 
F6P 
ATP ADP 
ATP ADP 
NAD NADH 
PGI 
(assorbanza specifica  
a 340 nm) 
Figura Schema delle conversioni enzimatiche 
sfruttate per la quantificazione degli zuccheri 
liberi. F, fruttosio; F6P, fruttosio 6-fosfato; G,  
glucosio; G6P, glucosio 6-fosfato; 6PG, 6- 
fosfogluconato; S, saccarosio; G6PDH glucosio 
6-fosfato deidrogenasi; PGI, fosfoglucoisomerasi.    
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Per il trattamento del campione vengono preparate quattro diverse 
soluzioni, la cui composizione è la seguente (quantità valide per l’analisi 
di 10 campioni): 
 Soluzione A 
1 ml tampone Na-acetato 50 mM pH 4.6 
800 U invertasi liofilizzata 
 Soluzione B  
1 ml tampone Na-acetato 50 mM pH 4.6 
 Soluzione C 
4 ml tampone Tris-HCl 300 mM pH 7.6 
3 ml MgCl2 10 mM 
15 mg ATP 
6 mg NADP 
10 U esochinasi 
10 U glucosio-6P deidrogenasi 
 Soluzione D 
100 µl tampone Tris-HCl 300 mM pH 7.6 
20 U fosfo-gluco-isomerasi 
 
La curva di taratura del glucosio viene preparata a partire da una 
soluzione standard 1:1 (1 mg ml-1di acqua distillata) dello zucchero, di 
cui sono prelevati 0.5; 10; 20; 40; 80 e 160 µl corrispondenti a 0; 28; 56; 
112; 224;448 e 896 nmoli di glucosio. 
Si utilizza un’aliquota di campione pari al massimo a 200 µl; se la 
quantità è inferiore, si porta a volume finale di 200 µl con acqua 
distillata. Ogni singolo campione è preparato in duplicato, affinché uno 
dei due duplicati venga posto a incubare con 100 µl di soluzione A e 
l’altro con 100 µl di soluzione B. Allo stesso modo anche gli standard 
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vengono portati a volume finale di 200 µl con acqua distillata e 
addizionati con 100 µl di soluzione B. L’incubazione ha luogo a 37°C e 
si protrae per 30 minuti. 
Successivamente ciascun campione e ciascuno standard vengono 
addizionati con 700 µl di soluzione C e mantenuti ad incubare per 15 
minuti a 37°C. 
Al termine l’assorbanza a 340 nm (picco di assorbimento del 
NADH) dei campioni e degli standard viene misurata, e quella dei primi 
confrontata con la retta di taratura. 
I soli campioni precedentemente trattati con le soluzioni B e C 
vengono addizionati con 10 µl di soluzione D e mantenuti a 37°C per 15 
minuti. Ancora una volta, infine, l’assorbanza a 340 nm viene letta e 
comparata con la curva di taratura. 
In tal modo, il valore misurato per i campioni trattati con le 
soluzioni B e C (1) corrisponde alla concentrazione del glucosio libero , 
mentre quello misurato per i campioni trattati con le soluzioni A e C (2) 
corrisponde alla somma del glucosio libero e di quello derivante 
dall’idrolisi del saccarosio, pertanto la differenza (2)-(1) rende la 
concentrazione del saccarosio presente nel campione. L’assorbanza dei 
campioni trattati con le soluzioni B, C e D (3), infine, corrisponde alla 
somma del glucosio e del fruttosio liberi, quindi dalla differenza (3)-(1) 
si ottiene la concentrazione del fruttosio libero. 
Quanto sopra riportato può essere immediatamente compreso 
osservando lo schema sotto riportato. 
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Le concentrazioni ottenute per ciascuno zucchero libero vengono 
riportate al volume totale di estratto da cui l’aliquota d’analisi è stata 
prelevata e al peso fresco del materiale di partenza, in modo da poter 
esprimere i livelli di zuccheri in termini di µmol g-1 PF.        
 
2.4 Estrazione delle proteine cellulari totali per 
l’elettroforesi 
 
  
Per l’estrazione delle proteine una quantità di campione pari a circa 
100 mg, per ogni tesi, è stata sfarinata fino alla completa 
omogeneizzazione, con l’aiuto di un apposito pastello, dopodiché vi sono 
stati aggiunti 400 µl di soluzione estraete (TRIS 100 mM a pH 7,5). 
Il campione così trattato è stato centrifugato a 10 000 g per 15 
minuti, il surnatante è stato recuperato e inserito all’interno di una 
provetta. 
I campioni così ottenuti possono essere conservati per lungo tempo 
alla temperatura di -80°C. 
  
 
 
1. Assorbanza campioni                  
trattati con B e C  
2. Assorbanza campioni                 
trattati con A e C  
3. Assorbanza campioni                  
trattati con B, C e D 
= 
= 
= 
Glucosio 
libero 
Glucosio libero + glucosio 
derivante da saccarosio 
Glucosio libero + fruttosio 
libero 
2-1= 
saccarosio 
3-1= 
fruttosio 
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2.5 Determinazione della concentrazione proteica 
 
  La determinazione del contenuto proteico dei campioni è stata 
effettuata tramite il metodo Bradford. 
Il metodo Bradford permette di risalire alla concentrazione di 
proteine presenti in una soluzione partendo dall’assorbanza di 
quest’ultima. Si sfrutta la capacità del blu di comassie di complessarsi 
stabilmente agli amminoacidi basici delle catene polipeptidiche. 
Nel nostro caso alcuni µl di estratto proteico sono stati aggiunti ad 1 
ml di soluzione Bradford. La determinazione della concentrazione 
proteica si è svolta tramite lettura allo spettrofotometro alla lunghezza 
d’onda di 595 nm con comparazione delle assorbanze dei campioni a 
quelle di una curva di taratura costruita con concentrazioni note e 
crescenti di albumina di siero bovino. 
  
 
2.6 SDS – PAGE 
 
 
Preparata la soluzione per il resolving gel, la cui composizione è 
riportata in tabella 2.3, una quantità sufficiente è stata colata tra le due 
lastrine di vetro che fanno parte dell’apparecchio  ed è stata lasciata 
polimerizzare per il tempo necessario. La polimerizzazione del gel viene 
avviata dall’APS (persolfato d’ammonio) e catalizzata dal Temed 
(N,N,N’,N’-tetrametil-1,2-diamminoetano). 
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Uno strato di butanolo è stato aggiunto al fine di livellare il confine 
tra staking e resolving. Successivamente il butanolo è stato 
completamente rimosso tramite lavaggi in H2Od, ed è stata ripetuta la 
stessa operazione per lo stacking gel (Tab 2.4) versandolo alla sommità 
del gel di separazione. Per la formazione dei pozzetti è stato utilizzato 
l’apposito pettine. 
 
 
 
 
Corsa elettroforetica 
 
La camera superiore dell’apparecchio contenente il gel è stata 
immersa nella camera inferiore riempita con il tampone di corsa (Tab 
2.6) e il campione è stato caricato nei pozzetti. I campioni trattati con il 
(Tab 2.3) Composizione del resolving gel 12.5%   
Reagente Concentrazione Quantità 
• Acqua distillata 
• Tris-HCl pH 8,8 
• SDS 
• Acrilammide/Bis 
• APS 
• TEMED 
 
1,5 M 
10% 
30% 
10% 
10% 
10.95 ml 
6.75 ml 
0.27 ml 
9 ml 
150 µl 
15µl 
(Tab 2.4) Composizione dello stacking gel 4%  
Reagente Concentrazione Quantità 
• Acqua distillata 
• Tris-HCl pH 6,8 
• SDS 
• Acrilammide/Bis 
• APS 
• TEMED 
 
0,5 M 
10% 
30% 
10% 
10% 
10.62 ml 
4.5 ml 
0.18 ml 
1,3 ml 
2.7 ml 
120 µl 
  18 µl  
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Leamli buffer (Tab 2.5), prima di essere caricati, sono stati posti a 100 
°C per 3 minuti. 
L'elettroforesi è stata condotta all'amperaggio costante di 120 mA. 
 
 
 
 
 
 
 
2.7 Colorazione dei gel mediante Silver Staining 
 
Il silver staining è una tecnica di visualizzazione delle bande 
proteiche risolte attraverso l’elettroforesi, basata sull’interazione delle 
proteine con sali d’argento (Heukeshoven et Dernick, 1985). La 
colorazione argentea grazie alla sua elevata sensibilità permette di 
rilevare fino a 1 ng di proteina per banda; per contro però presenta 
minore specificità e un intervallo di linearità più ristretto rispetto ad altri 
(Tab 2.5)  Composizione del Sample Buffer 
(9,5 ml)  
Reagente Concentrazione Quantità 
• Acqua distillata 
• Tris-HCl pH 6,8 
• SDS 
• Glicerolo 
• Blu di bromofenolo 
• DTT 
 
0,5 M 
10% 
 
0,5% (w/v)  
 
3,55 ml 
1,25 ml 
3 ml 
2,5 ml 
O,2 ml 
50 mM 
(Tab 2.6) Tampone di corsa 10X (Tris-Glicina) pH 8,3 (1 L) 
Reagente Quantità 
• Tris Base 
• SDS 
• Glicina 
30,3 g 
10 g 
144 g 
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sistemi di visualizzazione (come il Coomassie Blue), il che la rende 
meno adatta alla quantificazione fine delle proteine estratte. 
Secondo le indicazioni del protocollo relativo al “PlusOne Silver 
Staining Kit” Amersham Biosciences, il gel viene posto in agitazione in 
cinque soluzioni diverse, con una serie di passaggi sequenziali descritti 
di seguito: 
 Fissaggio. Incubare il gel per 30 minuti in una soluzione di 100 ml di 
etanolo assoluto e 25 ml di acido acetico glaciale portata a volume di 250 
ml con acqua distillata. 
 Sensibilizzazione. Incubare il gel per 30 minuti in una soluzione di 75 ml 
di etanolo assoluto, 10 ml di sodio tiosolfato al 5% (w/v) e 17 g di sodio 
acetato, portata a volume di 250 ml con acqua distillata. 
 Tre lavaggi consecutivi di 5 minuti ciascuno in acqua distillata. 
 Marcatura. Incubare il gel per 20 minuti in una soluzione di 25 ml di 
nitrato d’argento al 2,5% (w/v) portata a volume di 250 ml con acqua 
distillata. 
 Due lavaggi consecutivi di un minuto ciascuno in acqua distillata, per 
l’eliminazione dell’eccesso di AgNO3 non legato alle proteine. 
 Sviluppo. Incubare il gel in una soluzione di 6,25 gr di sodio carbonato e 
10 µl di formaldeide al 37% (w/v) portata al volume di 250 ml con acqua 
distillata. Il tempo di sviluppo è variabile, dell’arco di pochi minuti, a 
seconda della velocità di comparsa delle bande proteiche. 
 Bloccaggio. Incubare il gel per 10 minuti in una soluzione di 3,65 gr di 
sodio-EDTA (EDTA-Na2 · 2 H2O) portata a volume di 250 ml con acqua 
distillata.  
 Lavare 2 o 3 volte il gel in acqua distillata. 
Immersi in acqua distillata i gel possono essere conservati in 
camera fredda (4°C) per varie settimane. 
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2.8 La micropropagazione delle piante di Erythrina crista 
galli 
 
 
Il metodo di micropropagazione applicato all’Erythrina crista galli 
prevede quattro fasi di lavorazione successive: 
 
1. preparazione del materiale vegetale, 
2. sterilizzazione, 
3. preparazione del substrato di crescita, 
4. messa a coltura. 
 
2.8.1 Preparazione del materiale vegetale 
 
Piante di Erythrina crista galli, sia nella forma albina che nella 
forma wilde type, in stato di sviluppo attivo, vengono prelevate dalla 
cella di crescita all’età di circa 1 mese. Il materiale vegetale da impiegare 
consta di porzioni di foglie e sezioni di fusticino.  
Le piante wilde type all’età di un mese presentano un discreto 
sviluppo somatico, arrivano infatti ad avere altezze che si aggirano 
intorno ai 15 cm e foglie ben definite; per contro invece le piante albine 
risultano di gran lunga meno sviluppate, arrivano a malapena all’altezza 
di 10 cm e presentano foglioline sottili e allungate. 
Nelle piante wilde type quindi data l’elevata disponibilità di 
materiale si procede con una selezione del materiale migliore: foglioline 
più piccole e steli fini e poco lignificati; per le albine invece si utilizza 
generalmente tutto il materiale disponibile.  
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La dimensione degli espianti messi in coltura si aggira intorno ai 
0,5 cm2 di superficie fogliare per le piante wilde type, poco meno per le 
albine, e da sezioni di fusticino dal diametro di circa 2 mm e di 
lunghezza pari a circa 1-2 mm. A tale proposito si ricorda che la 
probabilità di inquinamento batterico o fungino all’interno della coltura è 
proporzionale alla quantità di materiale inserito nel substrato di crescita, 
per questo si cerca di ridurre al minimo la dimensione degli espianti. 
 
 
2.8.2 Sterilizzazione 
 
Le porzioni di vegetale, foglie e steli, vengono sottoposte a lavaggio 
in una soluzione al 1% (cloro attivo) di ipoclorito di sodio e a risciacquo 
con acqua distillata sterile al fine di eliminare sia le impurità ambientali 
sia quelle dovute al contatto con le mani dell’operatore. 
Gli espianti vengono mantenuti nella soluzione sterilizzante per un 
periodo di circa 15 minuti e sottoposti a continua agitazione. 
Successivamente si trasferisce tutto il materiale all’interno di una 
cappa sterile, in modo da mantenere il più a lungo possibile le condizioni 
asettiche. Sotto cappa gli espianti vengono sottoposti a ripetuti risciacqui 
con acqua sterile al fine di ottenere del materiale assolutamente privo di 
contaminazioni. 
Ai fini di ridurre al minimo la probabilità di contaminazione della 
coltura si raccomanda di sterilizzare con nebulizzazioni di soluzione di 
etanolo al 70% tutto ciò che viene posto sotto cappa. 
Le cappe sterili più usate sono a flusso laminare orizzontale o a 
flusso laminare verticale, ai fini della sterilità le condizioni operative non 
variano, ma per quanto riguarda la maneggevolezza dei materiali, quella 
a flusso orizzontale permette una migliore praticità rispetto all’altra, in 
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termini di sicurezza, invece i rischi di contatto con sostanze tossiche 
sono ridotti al minimo utilizzando la cappa a flusso verticale, in quanto è 
dotata di un vetro posto tra il banco di lavoro e l’operatore e preserva 
quest’ultimo da qualsiasi contatto con agenti biotici ed abiotici; inoltre il 
flusso aspirante verso il piano del banco riduce notevolmente le 
volatilizzazioni e gli aerosol delle soluzioni utilizzate oltre che la carica 
batterica eventualmente presente. 
Nel nostro caso operando con materiale non tossico e volendo 
favorire la maneggevolezza delle operazioni si è optato per una cappa a 
flusso laminare orizzontale.  
 
 
2.8.3 Preparazione del substrato di crescita 
 
Il terreno di crescita per le colture in vitro è fondamentale per il loro 
corretto sviluppo, esso deve contenere macro e microelementi in maniera 
bilanciata ed adeguata per ogni pianta che deve accrescersi nel suo 
interno. 
Per la micropropagazione di Erythrina crista galli è stato scelto un 
terreno di crescita molto usato anche per le altre colture: il Murashige e 
Skoog di tipo basal, in quanto la sua composizione in termini di macro e 
microelementi sembrava la più appropriata allo sviluppo di questa 
pianta, la sua composizione è riportata nella tabella 2.8. 
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È stata preparata una soluzione acquosa di Murashige e Skoog basal 
completa di vitamine con una concentrazione finale 1X, saccarosio al 2% 
(rapporto in peso/volume), agar all’1% (rapporto in peso/volume). 
Successivamente sono stati aggiunti gli ormoni, auxine e 
citochinine. 
Come auxine si è usata una soluzione di 2-4D con concentrazione 
finale di 1mg/ml. Essendo questo composto insolubile in acqua si è 
operata prima la sua solubilizzazione in un quantitativo di etanolo pari al 
10% del volume finale, e poi si è portato a volume con acqua distillata. 
Come citochinine si è utilizzato una soluzione di Benzil-Ammino-
Purina. 
Entrambi gli ormoni sono stati impiegati in concentrazioni variabili 
pari a 0,1 – 1  –  10 ppm e combinati tra loro seguendo lo schema di 
seguito  riportato: 
 Microelementi CoCl2 · 6 H2O 
CuSO4 · 5 H2O 
Fe Na EDTA 
H3BO3 
Kl 
MnSO4 · H2O 
Na2MoO4 · 2 H2O 
ZnSO4 · 7 H2O 
Macroelementi CaCl2 
KH2PO4 
KNO3 
MgSO4 
NH4NO3 
Vitamine Glicina 
Mioinositolo  
Acido nicotinico  
Piridoxina HCl 
Tiamina HCl 
0,025 mg/l 
0,025 mg/l 
36,70 mg/l 
6,20 mg/l 
0,83 mg/l 
16,90 mg/l 
0,25 mg/l 
8,60 mg/l 
332,02 mg/l 
170,00 mg/l 
1900,00 mg/l 
180,54 mg/l 
1650,00 mg/l 
2,00 mg/l 
100,00 mg/l 
0,50 mg/l 
O,50 mg/l 
0,10 mg/l 
(Tab 2.8)  Composizione MS 
basal 
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Segue la sterilizzazione dei 9 terreni di coltura in autoclave a 121°C 
per 20 minuti. 
A seguito della sterlizzazione il terreno assume un aspetto 
cristallino, indice che tutti i composti sono passati in soluzione. 
Il mezzo di crescita sterilizzato viene distribuito nei contenitori di 
crescita sterili all’interno della cappa a flusso laminare e lasciato 
raffreddare. 
 
2.8.4 Messa a coltura degli espianti 
 
Nel terreno di crescita agarizzato e solidificato vengono inseriti i 
vari espianti in maniera da far aderire al terreno parte della superficie del 
tessuto, solo in questa maniera le cellule riceveranno il nutrimento e lo 
stimolo alla proliferazione portando alla formazione del callo. 
A 0,1 ppm 
C 10 ppm 
A 10 ppm 
C 1 ppm 
A 10 ppm 
C 10 ppm 
A 1 ppm 
C 10 ppm 
A 1 ppm 
C 1 ppm 
A 1 ppm 
C 0,1 ppm 
A 0,1 ppm 
C 0,1 ppm 
A 0,1 ppm 
C 1 ppm 
A 10 ppm 
C 0,1 ppm 
A = 2-4 D 
C = Benzil-ammino-purina 
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Una volta preparati, i contenitori contenenti i frammenti in 
micropropagazione vengono posti in camere di crescita sterili alla 
temperatura di 28°C e in assenza di luce.  
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Capitolo III 
 
Risultati e discussione 
 
 
3.1 Analisi fenotipica 
 
Su piante di Erythrina crista galli, sia nella forma wilde type che 
albina, di età pari a 2 mesi, sono stati rilevati una serie di parametri 
fenotipici quali: dimensioni e peso del lembo fogliare, dello stelo, delle 
radici e dei cotiledoni. La scelta di piantine di 2 mesi di età è stata 
motivata dal fatto che le piante albine presentano una vita media di poco 
superiore a tale periodo. 
Tutte le analisi sono state condotte facendo riferimento a un 
campionamento di 20 unità per ciascun parametro determinato. 
I risultati ottenuti sono riportati nella tabella 3.1. 
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Tab 3.1 Risultai analisi fenotipiche 
Wide type Albino Dati fenotipici 
Media DS Media DS 
Lunghezza foglie mm  48,8 19,9 19,8 10,4 
Larghezza foglie mm 19,9 11,3 2 1,2 
Lunghezza stelo mm 205 7,1 105 21,2 
Lunghezza radici mm 97,5 24,7 57,5 31,8 
Peso foglie mg 1046 6 133 53 
Peso stelo mg 1009 12 514 78 
Peso radici mg 421 53 150 35 
Peso cotiledoni mg 1015 156 943 117 
 
 
Di seguito due istogrammi (Fig. 3.2-3.3) illustrano gli stessi valori 
raggruppati in maniera tale da rendere più evidente il confronto fra il 
fenotipo albino e quello wilde type. 
 
 
Confronto parametri fenotipici
0
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250
Lunghezza
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foglie
Lunghezza
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m
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Fig 3.2 
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Confronto parametri fenotipici
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Fig 3.3 
 
Come si può notare dal confronto le piante albine risultano sensibilmente 
meno sviluppate (Fig 3.4). 
 
 
 
 
10 cm 
WT 
Albino 
Immaggine 3.4 
Confronto tra wilde 
type e albino 
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Tale fenomeno è imputabile al  protratto eterotrofismo in cui 
quest’ultime si vengono a trovare. Le piante albine infatti non potendo 
fotosintetizzare, e quindi sintetizzare sostanza organica,  sono costrette a 
dover trarre tutti gli elementi di cui necessitano esclusivamente dalle 
riserve presenti nel seme, riserve limitate e destinate ad esaurirsi. Ciò 
comporta un iniziale accrescimento delle giovani piantine analogo a 
quello delle wilde type ma destinato ad arrestarsi nel momento in cui le 
riserve cominciano a scarseggiare; fenomeno che come visto in 
precedenza si verifica intorno al terzo mese di vita. 
Nelle piante wilde type, per contro, lo sviluppo delle prime foglie 
cotiledonali segna il raggiungimento dell’autotrofismo, tappa in cui la 
pianta diventa autosufficiente ed in grado di accrescere in maniera del 
tutto autonoma.     
 
 
3.2 Contenuto di pigmenti 
 
La concentrazione di pigmenti è stata misurata nelle piante albine e 
wilde type di 2 mesi di età ed espressa in riferimento al peso fresco dei 
campioni, costituiti da porzioni di foglia e di stelo. I risultati ottenuti 
sono riportati in tabella 3.5. 
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Contenuto di pigmenti
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Tab 3.5 
 
Come atteso il contenuto di pigmenti nelle piante albine è risultato 
nettamente inferiore. L’analisi conferma dunque come questa anomalia 
cromatica, che conferisce alle piante albine il tipico colore biancastro o 
ialino sia dovuta alla pressoché totale assenza di pigmenti, compresi 
quelli clorofilliani.  
 
 
3.3 Zuccheri liberi 
 
Le concentrazioni di glucosio, fruttosio e saccarosio sono state 
determinate su tessuti vegetali di piante albine e wilde type di 2 mesi di 
età. Gli organi sottoposti ad analisi sono stati foglie, stelo, radici e 
cotiledoni. I risultati ottenuti sono riportati in tabella 3.6. 
 
                                                                                                                            Risultati e discussione 
 54 
Contenuto in zuccheri
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Tab 3.6 
 
Come atteso la tendenza generale dei tessuti albini è quella di avere 
un contenuto in zuccheri significativamente inferiore ai wilde type. Tale 
fenomeno è collegato alla pressoché assente attività fotosintetica nelle 
piante albine. In quest’ultime gli zuccheri presenti derivano quasi 
esclusivamente dalle riserve presenti nel seme; nelle wilde type invece la 
maggior parte degli zuccheri presenti sono frutto dell’attività di 
fotosintesi.  
Un alto fattore che ha contribuito a rendere così  marcata la 
differenza registrata tra piante albine e wilde type è collegata al fatto che 
le analisi sono state condotte su individui di età pari a 2 mesi, periodo 
considerato come soglia limite di sopravvivenza per le piante albine. Se 
le analisi fossero state condotte in più step durante questo periodo ci 
saremmo potuti aspettare uno scostamento gradualmente crescente tra le 
concentrazioni di zuccheri liberi presenti nelle piante wilde type, 
destinati ad accrescersi, e quelli presenti nelle albine, destinati per contro 
a ridursi.  
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3.4 Elettroforesi 
 
 
L’analisi elettroforetica è stata condotta con lo scopo di evidenziare 
le differenze tra i pattern di espressione proteica di cellule vegetali albine 
e wilde type. 
I campioni sono stati caricati direttamente nei pozzetti dello 
stacking gel, ossia il gel che, a causa della bassa percentuale di 
acrilammide presente nella sua formulazione, presenta ampie maglie e 
svolge la funzione di impacchettamento delle proteine. Il campione 
caricato tende a depositarsi sul fondo del pozzetto in virtù della presenza 
di glicerolo nel buffer che rende più densa la soluzione. 
Fatta partire la corsa elettroforetica si assiste alla formazione di una 
sottile banda, si tratta dello schieramento delle molecole facenti parte del 
campione che una volta allineate entrano nelle maglie del resolving gel, 
ossia il gel di separazione.  
Finita la corsa il gel di separazione è stato sottoposto a colorazione 
con nitrato d’argento (Silver Staining) il risultato ottenuto è riportato in 
figura 3.7. 
I campioni caricati nei pozzetti erano costituiti da estratti proteici 
ricavati dai seguenti organi della pianta: cotiledoni, radici, stelo e  foglie 
appartenenti sia a piante wilde type che albine. Per ogni tesi l’analisi è 
stata condotta in duplicato. 
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Fig 3.7 
 
Come si può notare in seguito alla colorazione sul gel sono emerse 
una serie di bande comuni a due a due, a conferma che per ogni tesi 
condotta in duplicato non si evidenziano scostamenti, ma si presentano 
bande differenti a seconda dell’organo considerato. Tra queste differenze 
la più significativa riguarda la presenza di due bande: una all’altezza di 
circa 55 kDa e l’altra all’altezza di circa 12 kDa. Tali bande 
corrispondono rispettivamente alla subunità maggiore e inferiore della 
Rubisco. Come si può notare la subunità maggiore risulta espressa  nelle 
piante wilde type sia all’interno delle foglie che dello stelo, organi di 
fatto coinvolti nel processo di fotosintesi, mentre non è espressa in 
maniera significativa nelle piante albine. Analogamente la subunità 
inferiore risulta espressa solo nelle foglie wilde type.  
Questo conferma quanto riportato in letteratura relativamente 
all’albinismo ossia che nelle piante soggette a tale mutazione, la 
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Rubisco, proteina maggiormente sintetizzata dai ribosomi plastidiali, non 
viene espressa in maniera sufficiente. 
La subunità maggiore di questa proteina è codificata dal DNA 
cloroplastico, mentre quella inferiore dal DNA nucleare. L’assenza della 
subunità maggiore nelle piante albine risulta essere in linea quindi con la 
teoria che associa l’albinismo a mutazioni o delezioni del genoma 
plastidiale.   
 
 
 
3.5 La micropropagazione delle piante di Erythrina crista 
galli 
 
 
3.5.1 Formazione del callo 
 
Attraverso questa ricerca è stato messo a punto un protocollo per la 
micropropagazione di Erythrina crista galli al fine di produrre dei calli 
chiari e di notevole dimensione da poter successivamente trattare per 
indurre la formazione della parte ipogea ed epigea della pianta. 
Come visto in precedenza nel determinare il successo di una coltura 
di tessuti vegetali svolge un ruolo chiave la tipologia di terreno di coltura 
utilizzato. 
Nel nostro caso il substrato conteneva macro e micronutrienti al 
fine di bilanciare lo sviluppo del callo; saccarosio, come fonte di 
carbonio, per un apporto di composti organici in attesa che l’espianto 
fosse in grado di fotosintetizzare in maniera completamente autonoma; 
agar, il gelificante che può sostenere il callo e favorirne l’assorbimento 
di nutrienti; vitamine e ormoni. Per quanto riguarda quest’ultimi sono 
state impiegate auxine e citochinine a concentrazioni variabili con lo 
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scopo di mettere in evidenza quale fosse la combinazione ideale, in 
grado di originare i calli migliori. 
Prima però di andare ad analizzare la reazione specifica degli 
espianti al substrato di crescita riportiamo quale è stata la tendenza 
generale delle due tipologie di tessuto vegetale utilizzate, ossia foglie e 
stelo, per l’albino ed il wilde type, indipendentemente dalla 
concentrazione di auxine e citochinine impiegate. In ogni pozzetto sono 
stati messi a coltura sia una porzione di fusto che una di foglia e i 
risultati sono stati i seguenti: nel wilde type si è registrata una maggiore 
tendenza da parte delle sezioni di fusto ad andare a callo, rispetto alle 
porzioni di foglie, mentre per l’albino questa differenza non è risultata 
così marcata. 
Il substrato di crescita conteneva auxine (A) e citochinine (C) in 
concentrazioni di 0,1; 1 e 10 ppm combinate tra loro in tutti i modi 
possibili, in maniera tale da avere alla fine ben 9 soluzioni diverse. 
 
 
 
 
Ogni prova è stata effettuata in duplicato e i risultati ottenuti, in 
termini di incremento in peso dei calli a distanza di 38 giorni dalla messa 
in coltura degli espianti, sono riportati nelle tabelle 3.8 e 3.9.     
A 0,1 ppm 
C 10 ppm 
A 10 ppm 
C 1 ppm 
A 10 ppm 
C 10 ppm 
A 1 ppm 
C 10 ppm 
A 1 ppm 
C 1 ppm 
A 1 ppm 
C 0,1 ppm 
A 0,1 ppm 
C 0,1 ppm 
A 0,1 ppm 
C 1 ppm 
A 10 ppm 
C 0,1 ppm 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 
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Tab 3.8 
 
 
 
Tab 3.9 
 
 
Come è possibile notare i calli migliori sono stati ottenuti, sia nel 
wilde type sia nelle piante albine, con basse concentrazioni sia di auxine 
che di citochinine. 
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Le foto sotto riportate permettono una più facile ed immediata 
comprensione dei grafici.   
 
 
 
Si riporta di seguito un grafico in cui viene messo in evidenza il 
tasso di crescita dei tre calli di wilde type più rappresentativi (il punto di 
partenza delle rette corrisponde al peso medio degli espianti, porzione di 
stelo e foglia, messi inizialmente nel terreno di coltura). 
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Stessa cosa per i calli albini: 
 
 
 
Anche in questo caso riportiamo le curve di crescita dei tre calli di albino 
più rappresentativi. 
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La contaminazione da parte di funghi e batteri è risultata solo 
parzialmente controllabile, infatti per quanto si sia prestata notevole 
attenzione alla sterilizzazione di tutto il materiale una piccola 
percentuale di pozzetti contaminati si è registrata. 
Una volta constatato che i calli presentano un elevato tasso di 
crescita alle concentrazioni di auxine e citochinine più basse tra quelle 
impiegate, nel momento in cui il substrato è risultato quasi 
completamente assorbito si è proceduto a sub-coltivare i calli migliori sia 
di wilde type che di albino su un substrato unico contenente appunto una 
concentrazione dei due ormoni pari a 0,1 ppm.  
 
 
3.5.2 Induzione allo sviluppo della parte ipogea ed epigea della pianta 
 
Una volta ottenuti dei bei calli sia di albino che di wilde type si è 
proceduto all’inserimento di questi all’interno di un substrato di crescita 
contenete esclusivamente uno dei due ormoni, auxine per promuovere la 
formazione della parte ipogea e citochinine per quella epigea. 
Naturalmente all’interno del terreno di crescita erano presenti anche tutti 
gli altri elementi nutritivi: vitamine, sali minerali ecc,   indispensabili per 
permettere il corretto sviluppo dei calli, nelle stesse concentrazioni viste 
per il substrato di partenza.  
Anche in questo caso si è operato impiegando tre diverse 
concentrazioni: 0,1;1 e 10 ppm al fine di determinare quale fosse la 
migliore. 
Si tenga presente che questo step normalmente viene eseguito in 
due fasi successive: prima i calli vengono trattati con le citochinine, per 
far sviluppare la parte epigea e successivamente con le auxine per far 
sviluppare la parte ipogea. Questo ordine si rende necessario poiché se si 
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fa sviluppare prima la parte ipogea, al momento dell’estrazione del 
tessuto dal substrato per inserirlo nell’altro dove verrà indotta la 
formazione della parte epigea, si può registrare la rottura delle radici 
avventizie neoformate ancorate al terreno di coltura. Se invece si procede 
invertendo le due fasi questo rischio non si corre. 
Tuttavia nel nostro caso, essendo interessati principalmente a 
determinare quali fossero le risposte dei tessuti alle differenti 
concentrazioni dei due ormoni tale sequenza non è stata rispettata e i 
calli sono stati inseriti direttamente in un substrato contenente 
citochinine o auxine alle concentrazioni di 0,1; 1 e 10 ppm.  
I risultati ottenuti sono riportati nelle figure sottostanti. 
 
 
 
 
 
 
AUX 10 AUX 1 AUX 0,1 
CIT 10 CIT 1 CIT 
0,1 
Piastra Albino 1  
AUX 10 
AUX 1 
CIT 10 CIT 1 CIT 0,1 
AUX 0,1 
Piastra Albino 2  
AUX 10 AUX 1 
CIT 10 CIT 1 CIT 0,1 
AUX 0,1 
Piastra Albino 3  
CIT 1 CIT 10 CIT 10 
Calli di Albino più rappresentativi  
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Mentre per il wilde type 
 
 
 
Come è possibile notare sia nell’albino che nel wilde type non si è 
registrata nessuna differenziazione, non sono infatti presenti né abbozzi 
di radice né di germogli. 
Unica cosa che si è potuto notare nell’albino, poiché nel wilde type 
i calli sono rimasti pressoché invariati, è stato un incremento 
significativo della proliferazione cellulare per alte concentrazioni di 
citochinine (10 e 1 ppm). 
Nello schema sottostante viene riportato il peso medio dei vari calli 
dopo un periodo di trattamento di 56 giorni.  
 
Peso medio calli wilde type trattati con Aux o Cit
0
0,02
0,04
0,06
0,08
0,1
Aux 10 Aux 1 Aux 0,1 Cit 10 Cit 1 Cit 0,1
Tipologia ormone e [ ]
Pe
so
 (g
r)
 
AUX 10 AUX 1 
CIT 10 CIT 1 CIT 
0,1 
AUX 
0,1 
Piastra Wilde Type 1  
AUX 10 AUX 1 
CIT 10 CIT 1 CIT 0,1 
AUX 0,1 
Piastra Wilde Type 2  
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Peso medio calli albini trattati con Aux o Cit
0
0,5
1
1,5
2
Aux 10 Aux 1 Aux 0,1 Cit 10 Cit 1 Cit 0,1
Tipologia ormone e [ ]
Pe
so
 (g
r)
 
 
Il mancato differenziamento tissutale è probabilmente dovuto alla 
mancata presenza dell’idoneo contenuto in ormoni. Si ricorda infatti che 
la minima variazione della concentrazione di auxine o citochinine può 
avere un significativo effetto sulla risposta del callo a formare radici o 
gemme. 
 
                                                                                                                                             Conclusioni 
 66 
 
 
 
 
 
Capitolo IV 
 
 
Conclusioni 
 
 
 
 I dati riportati in letteratura relativamente all’albinismo nelle piante non 
sono molti, in ogni caso le analisi riguardanti il fenotipo e la 
composizione chimica di piante wilde type e albine di Erythrinia crista 
galli si sono dimostrati concordi con le osservazioni generali riportate in 
letteratura:  
 le piante albine presentano un minore sviluppo somatico e una 
minore composizione in zuccheri, fenomeni entrambi collegabili 
allo stadio di protratto eterotrofismo in cui le piante si vengono a 
trovare;  
 sempre nelle piante albine è stato constatato un bassissimo 
contenuto di pigmenti fogliari, fenomeno collegato all’irregolare 
sviluppo dei cloroplasti; 
 l’analisi elettroforetica ha confermato come la Rubisco non venga 
espressa in quantità significative all’interno di individui albini. 
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 La metodica impiegata nel processo di micropropagazione per 
l’ottenimento di calli chiari e di notevole dimensione si è dimostrata 
idonea ed efficace.  
 L’impiego di basse concentrazioni di Auxine e Citochinine all’interno 
del substrato di crescita ha dato i risultati migliori. 
 Gli espianti ottenuti da individui albini hanno mostrato in linea 
generale una migliore risposta nel processo di callogenesi. 
 L’impiego di espianti ricavati dal fusticino in individui wilde type si è 
rivelato più idoneo rispetto all’utilizzo di espianti ricavati da foglia, 
mentre tale differenza non è risultata significativa in individui albini. 
 
 L’induzione alla formazione della parte ipogea ed epigea della pianta a 
partire dai calli migliori non ha dato risultati. Le cause sono da attribuire, 
molto probabilmente, alla mancata individuazione del giusto rapporto tra 
citochinine e auxine da impiegare.  
 
 Prospettive future: 
 Mettere a punto un protocollo che permetta di ottenere dai calli 
delle giovani piantine. 
 Individuare i metaboliti responsabili delle proprietà curative di 
questa pianta e successiva analisi volta a verificare se quest’ultimi 
presentino  o meno una maggior concentrazione all’interno di 
individui albini. 
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